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Vloga zunajceličnih veziklov, ki se sprostijo po oksidativnem stresu, pri aktivaciji 
adaptivnega odgovora 
Povzetek: Zunajcelični vezikli (EV) so membranski delci, manjši od 1 μm, ki jih najdemo 
v krvi in drugih telesnih tekočinah. Vse celice pri normalnih fizioloških pogojih izločajo 
vezikle, vendar se njihova količina močno poveča pod stresnimi pogoji, kot so hipoksija, 
oksidativni stres in apoptoza. Na ta način EV prenašajo molekularne motive, povezane s 
poškodbami (DAMP) na druge celice in tako vplivajo na njihovo delovanje. V 
raziskovalnem delu smo preučevali učinek EV, ki se sprostijo po oksidativnem stresu 
(sEV), na polarizacijo naivnih makrofagov. Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da sEV 
sprožijo polarizacijo makrofagov v tip M1 in ne v tip Mox, kot smo predpostavili. 
Zanimala nas je tudi potencialna vloga sEV pri aktivaciji adaptivnega odgovora v 
kardiomiocitih, ki celice lahko zaščiti pred nadaljnjimi poškodbami zaradi stresa. 
Rezultati so pokazali, da sEV v kardiomiocitih povečajo izražanje hem oksigenaze 1 
(HO-1), ki celicam s svojimi antioksidativnimi učinki nudi zaščito pred oksidativnimi 
poškodbami. Še več, predinkubacija kardiomiocitov s sEV je zmanjšala sproščanje laktat 
dehidrogenaze po hipoksiji/reoksigenaciji, torej je celicam povečala možnost preživetja. 
To nakazuje, da sEV s svojim delovanjem lahko sprožijo adaptivni odgovor, in 
najverjetneje predstavljajo enega izmed mehanizmov oddaljenega ishemičnega 
kondicioniranja. 
 
Ključne besede: zunajcelični vezikli, oksidativni stres, polarizacija makrofagov, 
ishemično kondicioniranje, ishemija/reperfuzija 
 
 
  
  
Role of extracellular vesicles released after oxidative stress in activation of adaptive 
response 
Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are submicrometer-sized particles, composed of 
phospholipid bilayer, and can be found in blood and other bodily fluids. Cells release EVs 
under normal physiological conditions, but their amount increases under stress conditions 
such as hypoxia, oxidative stress and apoptosis. EVs serve as transmitters of damage-
associated molecular patterns (DAMPs), which can trigger changes in function of target 
cells. We investigated the effects of EVs, released after oxidative stress (sEVs), on naïve 
macrophages. Based on the results, we concluded that sEVs trigger polarization of 
macrophages to M1 phenotype and not Mox phenotype, as hypothesised. We were also 
interested in the role sEVs might play by triggering adaptive response in cardiomyocytes, 
which can protect the cells from the forthcoming tissue injury resulting from oxidative 
stress. Results show that sEVs induce expression of heme oxygenase 1 (HO-1), which 
has anti-oxidative properties and can protect the cells from aforementioned oxidative 
injury. Moreover, preincubation of cardiomyocytes with sEVs decreased release of lactate 
dehydrogenase after hypoxia/reoxygenation leading to increased cell survival. This 
suggests that sEVs can trigger adaptive immune response and most likely represent one 
of the mechanisms present in remote ischemic conditioning. 
 
Keywords: extracellular vesicles, oxidative stress, macrophage polarization, remote 
ischemic conditioning, ischemia/reperfusion 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
Kratica Pomen/prevod 
Akt protein kinaza B 
AP-1 aktivatorski protein 1 
APS amonijev persulfat 
ARG arginaza 
ATP adenozintrifosfat 
BSA goveji serumski albumin 
BV biliverdin 
Cas9 s CRISPR povezan encim 9 
CD označevalec pripadnosti 
cDNA komplementarna DNA 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih 
palindromnih ponovitev 
DAMP molekularni motivi, povezani s poškodbami 
DMSO dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukeinska kislina 
DTT ditiotreitol 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
EV zunajcelični vezikli 
FBS fetusni serum goveda 
FtH veriga H feritina 
  
HEPES 2-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
HIF transkripcijski faktorji, ki se aktivirajo s hipoksijo 
HO hem oksigenaza 
HRP hrenova peroksidaza 
HSP stresni proteini 
IgG imunoglobulin G 
IL interlevkin 
iNOS inducibilna sintaza dušikovega oksida (NO) 
IRAK kinaze, ki so povezane z receptorjem za IL-1 
Keap1 Kelchu podoben, z enoil-CoA hidratazo povezan 
protein 1 
LDH  laktat dehidrogenaza 
LDL lipoprotein z nizko gostoto 
LOX receptor za oksidiran LDL 
LPS lipopolisaharid 
MAC kompleks, ki napade membrano 
MAPK kinaze, ki jih aktivirajo mitogeni 
MHC poglavitni kompleks tkivne skladnosti 
MyD88 mieloidni diferenciacijski primarni odgovor 88 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NF-κB jedrni faktor kapa-B 
Nrf2 z jedrnim faktorjem eritroid 2 povezan faktor 2 
  
oxPL oksidirani fosfolipidi 
PAMP molekularni motivi, povezani s patogeni 
PI3K fosfoinozitid-3 kinaza 
PRR receptor, ki prepoznava vzorce 
RA revmatoidni artritis 
RIC oddaljeno ishemično kondicioniranje 
RNA ribonukleinska kislina 
ROS reaktivne kisikove spojine 
sEV stresni vezikli 
TEMED tetrametiletilendiamin 
TLR Tollu podobni receptor 
TNF dejavnik tumorske nekroze 
TR tioredoksin reduktaza 
ZnPP IX cinkov protoporfirin IX 
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1 Uvod  
1.1 Prirojeni imunski sistem 
Imunski sistem ščiti telo pred najrazličnejšimi infekcijskimi dejavniki in njihovimi 
toksini. Sestavljen je iz velikega števila različnih celic in njihovih efektorskih molekul 
[1]. V grobem ga je mogoče razdeliti v dva dela: prirojeni imunski sistem in adaptivni oz. 
pridobljeni imunski sistem. Pridobljeni imunski sistem je sestavljen iz visoko 
specializiranih celic, ki prepoznajo specifičen antigen patogena in ga odstranijo oz. 
preprečijo njegovo rast. 
Za razliko od pridobljenega imunskega sistema, prirojeni imunski sistem ni ena entiteta. 
Sestavljen je iz ločenih »modulov«, ki zagotavljajo različne oblike zaščite proti 
patogenom [2]. Prvo raven obrambe prestavljajo fizične bariere, ki so sestavljene iz 
epitelijskih celic. Preko specifičnih površinskih interakcij te celice organizem ščitijo pred 
mikrobno kolonizacijo in invazijo. Obrambni mehanizmi, ki so vključeni v tem procesu, 
so sestavljeni iz preprečevanja adhezije, izločanja antimikrobnih encimov in 
bakteriocidnih peptidov, in toka sluzi na površini, ki je posledica delovanja cilij [1].  
Če se patogenu uspe prebiti skozi prvo vrsto obrambe, ki jo predstavlja epitelij, pride do 
aktivacije sistema komplementa. Ta predstavlja velik del prirojene humoralne imunosti 
in je sestavljen iz več kot 30 različnih topnih proteinov, ki se nahajajo v krvni plazmi [1]. 
Sistem je sestavljen iz vrste proteolitičnih encimov, ki tvorijo kaskado, in je lahko 
aktiviran samostojno (ob prisotnosti patogena) ali preko delovanja protiteles, ki so vezana 
na patogen. Aktivacija te kaskade ima 3 glavne učinke: sproži fagocitozo (preko 
opsoninskih faktorjev, kot je C3b), vnetje (preko aktivacije makrofagov in nevtrofilcev) 
in lizo mikrobne membrane (s kompleksom MAC) [1]. 
Aktivacija naslednjega koraka prirojenega imunskega sistema deluje na osnovi 
zaznavanja molekularnih struktur, ki so značilne za mikroorganizme, preko specifičnih 
receptorjev (ang. pattern recognition receptors, PRR). Takšni receptorji se izražajo na 
površini ali v notranjosti različnih tipov celic: makrofagih, nevtrofilcih in dendritičnih 
celicah [1]. Vsak iz skupine teh receptorjev je sposoben vezave molekul, ki imajo skupen 
strukturni motiv ali vzorec [1, 2]. Če govorimo o patogenih, te motive imenujemo s 
patogeni povezani motivi (ang. pathogen associated molecular patterns, PAMP). 
PPR se delijo v več družin, najbolje med njimi pa so okarakterizirani Tollu-podobni 
receptorji (ang. Toll-like receptors, TLRs) [2]. Gre za družino transmembranskih 
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receptorjev, ki zaznavajo virusne nukleinske kisline in različne bakterijske produkte, kot 
sta lipopolisaharid (LPS) in lipoteihoična kislina (LTA) [2]. V človeku se izraža 10 
različnih genov za receptorje iz družine TLR [1]. Zaradi relativno majhnega števila 
različnih receptorjev je njihova specifičnost manjša, tako da lahko zaznajo večino 
različnih tipov patogenov, od virusov in bakterij do gliv. Receptorji iz družine TLR 
delujejo kot homodimeri, edina izjema sta heterodimera TLR1 : TLR2 in TLR2 : TLR6 
[1]. Receptorji, ki se nahajajo na celični membrani, so sposobni zaznavanja bakterijskih 
produktov kot so diacil lipopeptidi (heterodimer TLR2 : TLR6), triacil lipopeptidi 
(heterodimer TLR1 : TLR2), flagelin (TLR5), in LPS (TLR4). Receptorji, ki so sposobni 
zaznavanja nukleinskih kislin, se nahajajo v notranjosti endosomov in se lahko aktivirajo 
šele, ko je patogen razgrajen. Ti receptorji lahko zaznajo virusno dsRNA (TLR3), virusno 
ssRNA (TLR7 in TLR8) ter DNA z nemetiliranimi dinukleotidi CpG (TLR9), ki je 
značilna za bakterije in viruse herpes [1]. 
1.1.1 TLR4 
Aktivacija receptorjev iz družine TLR pa ni v vseh primerih tako neposredna. TLR4, ki 
ga izraža več tipov celic imunskega sistema, in je odgovoren za zaznavanje molekul LPS, 
ki izvirajo iz gramnegativnih bakterij, za svoje delovanje potrebuje adapterski protein 
MD-2 [1]. Ta omogoči vezavo petih lipidnih verig molekule LPS v svoj hidrofobni žep, 
šesta lipidna veriga pa se lahko skupaj s polisaharidnim ogrodjem veže na konveksno 
stran drugega receptorja TLR4, kar vodi v homodimerizacijo, ki aktivira znotrajcelično 
signalizacijo [1]. TLR4 je edini iz družine TLR, ki stimulira signalne poti, ki so 
posredovane z dvema adapterskima proteinoma (MyD88 in TRIF). Signalizacija preko 
poti posredovane z MyD88 vključuje aktivacijo kinaz, ki so povezane z receptorem za 
IL-1 (ang. IL-1 receptor-associated kinases, IRAK) in faktorja 6, ki je povezan z 
receptorjem za TNF (ang. TNF receptor-associated factor 6, TRAF6). Slednji vodi v 
aktivacijo signalnih kaskad kinaz, ki jih aktivirajo mitogeni (MAPK) in kinaze IκB (IKK). 
Signalizacija z MAPK vodi v aktivacijo transkripcijskega faktorja AP-1, IKK pa omogoči 
aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-κB [3]. Od MyD88 neodvisna pot vključuje 
rekrutacijo adapterskih proteinov TRIF in TRAM, ki aktivirata transkripcijski faktor 
IRF3 [4]. Poenostavljena shema signalizacije je prikazana na sliki 1. 
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Slika 1: Poenostavljena shema signalizacijskih poti, ki jih sproži TLR4. Prirejeno po [5]. 
Receptor TLR4 pa ne sodeluje le pri zaznavanju bakterijskih okužb, ampak tudi pri 
obrambi pred glivami in virusi. V novejši literaturi je opisana tudi njegova vloga pri 
posredovanju sterilnega vnetja pri boleznih, kot so rak, ateroskleroza, revmatoidni artritis 
(RA) in ishemija/reperfuzija [6, 7]. To nakazuje na obstoj endogenih agonistov, ki se 
ustvarjajo in sproščajo pod različnimi patološkimi pogoji. 
1.1.2 Oksidativni stres 
Oksidativni stres je fiziološko stanje, ki ima pomembno vlogo pri obrambi pred 
okužbami, je pa značilno tudi za sterilno vnetje in prispeva k patogenezi kroničnih bolezni 
ter nekaterim sindromom. Razvije se zaradi neravnovesja med sintezo prostih kisikovih 
in dušikovih radikalov (ang. reactive oxygen species, ROS; reactive nitrogen species, 
RNS;) ter antioksidativno obrambo celic. Povečana količina ROS lahko povzroči 
poškodbe celičnih struktur, kot so lipidi in membrane, proteini in nukleinske kisline [8]. 
Še posebej so jim podvrženi lipidi z nenasičenimi maščobnimi kislinami. Ker oksidativni 
stres povzroči povečano peroksidacijo lipidov pri kroničnih boleznih, je ta pojav postal 
pomemben označevalec stanja [9].  
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1.1.2.1 Oksidirani fosfolipidi in regulacija aktivnosti receptorjev TLR 
Oksidirani fosfolipidi (ang. oxidized phospholipids, oxPL) predstavljajo eno izmed 
najbolj obetavnih skupin molekul, ki bi lahko igrale vlogo endogenih agonistov 
receptorjev iz družine TLR. Ob oksidativnih poškodbah lipidov in lipoproteinov namreč 
nastajajo motivi, povezani s poškodbami (ang. damage-associated molecular patterns, 
DAMP), ki imajo podobno strukturo kot PAMP, ki so prisotni na patogenih 
mikroorganizmih. Tako lahko vplivajo na enake receptorje in sprožijo podobne odgovore 
v celicah imunskega sistema [10].  
Kljub temu odziv imunskega sistema na DAMP oksidiranih fosfolipidov ni tako preprost, 
temveč je močno reguliran in poteka preko zelo specifičnih interakcij. OxPL izzovejo 
pro- in protivnetne odgovore, ki so posledica posrednih mehanizmov delovanja oxPL 
[11]. Identificirani so bili različni receptorji, ki so sposobni zaznavanja oxPL, kot sta 
TLR2 in kaspaza 11. TLR2 se aktivira z oxPL, ki vsebujejo reducibilno funkcionalno 
skupino na nefragmentiranih sn-2 acilnih verigah [12], kaspaza 11 pa se aktivira v 
dendritskih celicah ob prisotnosti oxPL s kratkimi verigami (POVPC, PGPC) [13].  
V literaturi je prisotnih mnogo nasprotujočih si podatkov o vplivu oxPL na receptor 
TLR4. Zmedo je nekoliko razrešila raziskava, v kateri so pokazali, da oxPL v nizkih 
koncentracijah delujejo kot inhibitorji signalizacije s TLR4 ob prisotnosti LPS, pri večjih 
koncentracijah pa na celice delujejo stimulatorno, čeprav bi opažen učinek lahko bil tudi 
neodvisen od signalizacije preko TLR4 [14]. Sodelavci so v predhodni raziskavi pokazali, 
da fosfolipidi, ki so podvrženi 30 min oksidacije s Fentonovo reakcijo, aktivirajo TLR4, 
medtem ko 24 h oksidacija ne proizvede produktov, ki bi bili sposobni aktivacije istega 
receptorja [7]. To nakazuje, da samo določene oksidirane oblike fosfolipidov lahko 
aktivirajo TLR4. 
Kljub temu je veliko študij pokazalo, da v večini primerov oksidirani fosfolipidi 
inhibirajo signalizacijo preko receptorjev iz družine TLR [6]. Ena izmed možnih razlag 
je ta, da oksidirani fosfolipidi podrejo urejeno strukturo membranskih raftov. V tem 
primeru se v določenih tipih celic (HeLa, limfociti B, WEHI-231) sproži signalizacija 
preko TLR in pride do aktivacije transkripcijskega faktorja NF-κB. Podobno delujejo tudi 
druge učinkovine, ki sprožijo razpad raftov (npr. nistatin in metil-β-ciklodekstrin), kar 
vodi v aktivacijo NF-κB [6]. 
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1.1.3 Makrofagi 
Makrofagi igrajo pomembno vlogo pri vzdrževanju homeostaze tkiva, poleg tega pa so 
ključni v procesih regulacije vnetnega odgovora, ki se zgodi kot posledica poškodbe ali 
okužbe s patogeni [15]. Funkcijska plastičnost makrofagov je povezana s spremembami 
v njihovem metabolizmu. V splošnem ločimo klasično aktivirani tip (M1), ki promovira 
vnetje, za energijo pa se zanaša na aerobno glikolizo. Alternativno aktivirani tip 
makrofagov (tip M2), ki deluje protivnetno, pa se za energijo zanaša na oksidativno 
fosforilacijo [16]. Nedavno so identificirali tudi tretji tip makrofagov, ki se polarizira kot 
odgovor na prisotnost oksidiranih fosfolipidov. Ta tip so poimenovali Mox, zanj pa je 
značilna povečana proizvodnja antioksidativnih encimov, ki se izražajo ob prisotnosti 
transkripcijskega faktorja Nrf2 [16, 17]. Oksidirani fosfolipidi, ki so bili identificirani kot 
z nevarnostjo povezani motivi (DAMP), predstavljajo glavne molekule, ki zaznamujejo 
oksidativno poškodovana tkiva in so pogosti pri različnih krvožilnih boleznih. Poleg tega 
so makrofagi pomemben faktor v razvoju kroničnih vnetnih bolezni, kot je ateroskleroza, 
kjer oksidirani fosfolipidi dokazano igrajo pomembno vlogo [18]. Shema možnih 
polarizacij makrofagov je prikazana na sliki 2. 
 
Slika 2: Možne polarizacije naivnih makrofagov. Poleg vsakega tipa so našteti tudi 
transkripcijski faktorji, ki v procesu sodelujejo. Prirejeno po [19]. 
V primeru makrofagov so ugotovili, da oxPAPC vzbudi provnetni odziv preko receptorja 
TLR2 [20] in od Nrf2 odvisni antioksidativni odziv [21]. Poleg tega so pokazali, da 
oxPAPC pri makrofagih inhibira klasično, z LPS posredovano, aktivacijo vnetne 
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signalizacije preko receptorja TLR4 [20]. Hkrati tudi inducira nekanonično aktivacijo 
inflamasoma preko kaspaze 11 [22].  
V splošnem se transkripcijski profil makrofagov tipa Mox močno razlikuje od obeh 
drugih tipov končno diferenciranih makrofagov. Ob diferenciaciji v tip Mox se poveča 
izražanje genov encimov, ki sodelujejo v redoks reakcijah. Gre za encime, kot sta 
tioredoksin reduktaza (TR)-1 in hem oksigenaza (HO)-1 [17]. V tipu makrofagov Mox ni 
bilo povečanega izražanja genov, značilnih za tip M1 (iNOS, TNFα, IL-12) ali tip M2 
(Arg-1). Nekateri geni pa se izražajo tako v tipu Mox kot v tipu M1, npr. proteina citokina 
IL-1β in IL-6 [17]. V tip Mox se lahko polarizirajo tudi diferencirani M1 in M2 
makrofagi. Ob dodatku oxPAPC začnejo izražati zmanjšane koncentracije označevalcev 
tipa M1 (iNOS, TNFα) oz. M2 (ARG-1) in več HO-1 ter TR-1 [17]. 
1.2 Zunajcelični vezikli 
Zunajcelični vezikli (ang. extracellular vesicles, EVs) so delci, sestavljeni iz 
membranskega fosfolipidnega dvosloja, in so veliki manj kot mikrometer. V to skupino 
spadajo mikrovezikli, ki so veliki 100-1000 nm in se sproščajo s celične membrane [23], 
ter eksosomi, ki so veliki 40-100 nm in se sproščajo iz znotrajceličnih multivezikularnih 
teles [24] (slika 3).  
 
Slika 3: Shematski prikaz nastanka eksosomov in mikroveziklov. Prirejeno po [27]. 
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Vse celice pri normalnih fizioloških pogojih izločajo vezikle, vendar se njihova količina 
močno poveča pod stresnimi pogoji, kot so hipoksija, oksidativne poškodbe in apoptoza 
[25, 26].  
Zunajcelični vezikli so pomembni predvsem zaradi svoje zmožnosti prenosa informacij 
na druge celice in posrednega vpliva na spremembe v delovanju tarčnih celic. Posredniki 
teh signalov so lahko različne skupine biomolekul: proteini (npr. citokini), lipidi 
(eikozanoidi, maščobne kisline, oksidirani fosfolipidi), nukleinske kisline (miRNA, 
RNA, DNA) in sladkorji [28]. 
1.2.1 Interakcija zunajceličnih veziklov z membranskimi receptorji 
Zunajcelični vezikli lahko interagirajo s tarčnimi celicami preko interakcij liganda z 
receptorjem. Ključni interakcijski proteini so predvsem stresni proteini (ang. heat shock 
proteins, HSP), ki interagirajo z velikim številom receptorjev, povezanih z imunskim 
odzivom. To so receptorji CD14, CD91, TLR2, TLR4 in LOX-1 [28]. V nedavni raziskavi 
so pokazali, da ima receptor TLR4 glavno vlogo pri zaznavanju oksidativnega stresa, ki 
ga posredujejo oksidirani lipidi znotraj EV [7]. 
1.2.2 Lipidi v zunajceličnih veziklih 
Lipidna sestava zunajceličnih veziklov je delno odvisna od celic, ki jih izločajo, vendar 
so določene skupine molekul pogosteje zastopane pri vseh vrstah EV. V splošnem so EV 
bogatejši s sfingomielini, holesterolom, fosfatidilserinom (PS) in glikosfingolipidi, kot pa 
njihove sekretorne celice [28]. Karakteristična sestava lipidnega dvosloja najverjetneje 
prispeva k stabilnosti EV pri najrazličnejših zunajceličnih pogojih. 
Poleg strukturnih vlog, imajo lipidi v EV tudi signalizacijske vloge. Tako se preko EV 
med celicami prenašajo eikozanoidi, maščobne kisline in holesterol [28]. V signalizacijo 
so lahko vključeni tudi lipidi, podvrženi oksidaciji. Hidro(pero)ksilirani fosfolipidi 
služijo kot aktivne molekule, ki sprožijo signalizacijo preko kompleksa TLR4-MD-2, ki 
je zelo podobna tisti, ki jo povzroči LPS bakterij [7]. V tem primeru gre za vzorce DAMP, 
ki sprožijo imunski odgovor. Kljub nekaterim strukturnim determinantam, ki so obema 
tipoma molekul skupne in omogočajo proženje signalizacije, pa se odgovor na vsakega 
od signalov razlikuje. To nakazuje na sposobnost celic prirojenega imunskega odziva, da 
razlikujejo med patogenimi in endogenimi viri agonistov receptorja TLR4. Oba tipa 
agonistov povečata izražanje genov, ki zapisujejo za provnentne citokine, vendar 
endogeni agonisti povečajo tudi ekspresijo genov, ki zapisujejo za citokine, odgovorne 
za diferenciacijo makofagov v fenotip, ki sodeluje pri razrešitvi vnetja [7]. 
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1.3 Ishemija/reperfuzija 
Ishemija/reperfuzija je patološko stanje, za katerega je značilen zastoj dotoka krvi v tkivo 
ali organ, kar povzroči stanje hipoksije. Temu sledi ponovna perfuzija in posledična 
reoksigenacija tkiva, ki je povezana s širokim spektrom poškodb tkiva [29]. 
Ishemija/reperfuzija vodi v aktivacijo programov celične smrti: apoptoze, nekroze in 
celične smrti, povezane z avtofagijo [30]. Ishemično obdobje je povezano z velikimi 
spremembami v izražanju genov. Eden izmed mehanizmov uravnavanja transkripcije je 
povezan z inhibicijo encimov iz skupine prolilhidroksilaz, ki za svoje delovanje 
potrebujejo kisik. Takšna inhibicija vodi v post-translacijsko aktivacijo signalnih kaskad, 
ki so odgovorne za uravnavanje stabilnosti transkripcijskih faktorjev, povezanih s 
hipoksijo (HIF) in vnetjem (NF-κB) [29]. Reperfuzijske poškodbe so običajno 
zaznamovane z aktivacijo avtoimunskega odziva. Kljub temu, da se ishemija/reperfuzija 
zgodi v sterilnem okolju, pride do aktivacije prirojenega imunskega sistema preko 
receptorjev iz družine TLR, kar prispeva k razvoju poškodbe [29, 31]. Poveča se izločanje 
provnetnih citokinov (TNF-α, IL-6), hkrati pa se poveča tudi proizvodnja ROS [29]. 
1.3.1 Oddaljeno ishemično kondicioniranje 
Oddaljeno ishemično kondicioniranje (ang. remote ischemic conditioning, RIC) je 
fenomen, ko kratkotrajna ishemija in reperfuzija v enem organu ali tkivu povzroči 
globalno zaščitenost celotnega organizma pred poškodbami, ki nastanejo pri kasnejši 
ishemiji/reperfuziji [32]. Natančni mehanizmi, ki sodelujejo pri kondicioniranju, še niso 
znani, jasno pa je, da pride v vseh primerih kondicioniranja do velikih sprememb v 
izražanju genov, spremembah celičnih funkcij, vključno z mitohondrijsko prilagoditvijo 
na metabolni stres, in aktivacijo levkocitov [33]. Prav tako niso znani molekularni 
mehanizmi, ki omogočijo, da kratka obdobja kondicioniranja prenesejo in sprožijo razvoj 
zaščitnega odgovora po celem telesu. Identificirali so že več molekul, ki lahko sprožijo 
odgovor, podoben ishemičnemu kondicioniranju: adenozin, LPS, bradikinin, proteini 
toplotnega šoka (HSP), kateholamini, opioidi, ROS in faktor tumorske nekroze (TNF)-α 
[33]. V mehanizmih ishemičnega kondicioniranja torej sodelujejo komponente 
prirojenega imunskega sistema, ki so ključne pri aktivaciji signalnih poti, ki vodijo v 
spremenjeno izražanje genov, spremembe v mitohondrijih in aktivacijo levkocitov. 
V procesu ishemičnega kondicioniranja sodeluje transkripcijski faktor NF-κB [34]. Ta se 
lahko aktivira preko različnih poti prirojenega imunskega sistema in preko poti 
fosfoinozitid 3-kinaze (PI3K). Poleg tega transkripcijskega faktorja je bila dokazana tudi 
vloga inducibilne sintaze dušikovega oksida (iNOS). Ishemično predkondicioniranje 
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namreč ni bilo učinkovito pri miših, ki so imele tarčno delecijo podenote p105 faktorja 
NF-κB ali delecijo gena za iNOS [35]. 
1.3.2 Hem oksigenaza 1 
Hem oksigenaza je encim, ki ima pomembno vlogo pri katabolizmu hema. Proizvede 
ekvimolarne koncentracije biliverdina (BV), ogljikovega oksida (CO) in prostega 
železa [36]. Reakcija, ki jo katalizira, je cepitev alfa-metenskega mostička v obroču 
hema, kar povzroči njegov razpad v biliverdin [36]. Do danes so identificirali pri sesalcih 
več izooblik encima (HO-1, HO-2 in HO-3), glavno zanimanje pa vzbuja predvsem 
izooblika 1, saj številni patofiziološki dogodki inducirajo njeno izražanje [36]. Slednje se 
poveča predvsem ob dogodkih stresa, saj je vključena v celične protivnetne odgovore 
[37]. Učinki celične zaščite, ki so opazni v takšnih okoliščinah, so posledica delovanja 
vseh metabolitov, ki nastanejo pri reakciji [37]. Povečana koncentracija železovih ionov, 
ki nastajajo pri reakciji, inducira izražanje verige H feritina (ang. ferritin H chain, FtH), 
ki se nato združi z verigo L. Skupaj tako tvorita velike 24-merne komplekse, ki so 
sposobni skladiščenja velikih količin železa. Poleg skladiščenja poteka tudi oksidacija 
železovih ionov iz oblike Fe2+ v Fe3+. To je pomembno zato, ker železo, vezano v obroč 
hema (v obliki Fe2+), lahko katalizira Fentonovo reakcijo, v kateri iz vodikovega 
peroksida H2O2 nastaja zelo toksičen hidroksilni radikal [37, 38]. Tudi ogljikov oksid, ki 
pri reakciji nastaja, ima sposobnost signifikantno zmanjšati proizvodnjo dušikovega 
oksida (NO) in različnih provnetnih citokinov (IL-6 in TNF) pri makrofagih, ki so 
stimulirani z lipopolisaharidom (LPS) [36]. Poleg tega je mogoče, da CO onemogoči 
pravilno delovanje transkripcijskega faktorja AP-1 preko poti povezanih s kinazo JNK 
[36]. Promotorsko mesto za HO-1 vsebuje vezavna mesta za številne transkripcijske 
faktorje, najpomembnejši med temi so NF-κB, AP-1, HIF-1 in Nrf2. V preteklosti so že 
pokazali, da se HO-1 lahko lokalizira v jedru, kjer vpliva na delovanje teh faktorjev, kar 
ima lahko zaščitne učinke na celico [36, 39]. 
Ena izmed primarnih vlog HO-1 je vzdrževanje srčne homeostaze. To so pokazali v 
raziskavi, v kateri so ugotovili, da se izražanje HO-1 v srcu močno poveča po 
izpostavljenosti hipertermiji [36]. Poleg tega so ugotovili, da so miši z izbitim genom za 
hem oksigenazo 1 (HO-1-/-) bistveno bolj občutljive na poškodbe, ki nastanejo ob 
hipoksiji, v primerjavi z mišmi divjega tipa [40]. Pokazali so tudi vlogo prekomerne 
ekspresije HO-1 pri zaščiti srčnega tkiva po ishemiji in reperfuziji [41]. HO-1 ne ščiti srca 
le pred poškodbami ishemije/reperfuzije, pač pa tudi pred sekundarno oksidativno škodo. 
Pri miših so opazili pozitivno korelacijo med količino izražaja HO-1 in regeneracijo tkiva 
po ishemični poškodbi [41]. Molekularni mehanizmi, ki omogočijo te zaščitne učinke, še 
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niso dobro raziskani. Najverjetneje gre za kombinacijo protivnetnih in antioksidativnih 
učinkov produktov reakcije, ki jo katalizira HO-1 [36], ter lastne vloge pri aktivaciji (AP-
1) oz. deaktivaciji (NF-κB) transkripcijskih faktorjev [39], ki so pomembni pri odgovoru 
na tak tip poškodb. 
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2 Namen dela in hipotezi 
Namen dela je bil raziskati vlogo sEV pri aktivaciji adaptivnega odgovora v telesu. 
Natančneje smo nameravali preučiti vlogo sEV pri polarizaciji naivnih makrofagov ter 
raziskati tudi vpliv sEV na podganje kardiomiocite H9c2. 
Prvi cilj je bil analizirati spremembe v izražanju genov makrofagov ob stimulaciji s sEV 
in določiti tip polarizacije, ki se pri makrofagih zgodi. Drugi cilj raziskovalnega dela je 
bil ugotoviti, ali sEV lahko sprožijo adaptivni odgovor, ki celice ščiti pred akutno 
ishemijo/reperfuzijo.  
Postavili smo dve hipotezi: 
1. Makrofagi se ob stimulaciji s sEV polarizirajo v tip Mox, za katerega je značilno 
povečano izražanje encimov, ki lahko pripomorejo k razrešitvi oksidativnega 
stresa (npr. HO-1 in TR-1).  
2. Predinkubacija kardiomiocitov s sEV stimulira izražanje genov, ki so odgovorni 
za zaščito pred nadaljnjo ishemijo/reperfuzijo. Pri tem ima pomembno vlogo 
encim HO-1. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Pri delu smo uporabili laboratorijsko opremo, ki je navedena v tabeli 3-1. 
Tabela 3-1: Laboratorijska oprema in proizvajalci 
Proizvajalec Oprema 
Applied Biosystems naprava za PCR Veriti Thermal Cycler 
Assistant Reamix mešalo 2789 Vortex Mixer 
Bemis parafilm 
Biometra Transiluminator Ti 1 
BioRad naprava za NaDS-PAGE, naprava za prenos western Mini-
PROTEAN Tetra System 
BioTek naprava za branje mikrotitrskih plošč SynergyMX 
Canon fotoaparat za fotografiranje agaroznih gelov 
Corning Incorporated mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami 
DNR Bioimaging Systems naprava za fotografiranje agaroznih gelov 
Eppendorf velika centrifuga, namizna centrifuga, večkanalne pipete, 
pipete Research plus, nastavki za pipete, termoblok 
Thermomix C 
Gorenje hladilnik, mikrovalovna pečica, zamrzovalnik 
Greiner nastavki za pipete 
Hettic Zentrifugen velika centrifuga Universal 320R 
Hoefer Scientific Instruments vir napetosti PS 500x 
Horizon kad za agarozno gelsko elektroforezo 
Kern tehtnica 
Kimberly_Clark plastične rokavice 
Liebherr profiline zamrzovalnik 
MWG Biotech naprava za PCR Primus 
Sanvo zamrzovalnik (-80 °C) 
Sarstedt  mikrocentrifugirke (1,5 ml, 2 ml), centrifugirke (15 ml, 
50 ml), nastavki za pipete 
Syngene naprava za slikanje nitroceluloznih membran G:box  
Thermo Fischer Scientific naprava za štetje celic Countess, objektna stekla Countess, 
spektrofotometer NanoDrop ND-1000 
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TPP Techno Plastic Products 
AG 
plošče za inkubacijo celic (6-96 vdolbinic), posode za 
inkubacijo celičnih kultur T-75 
VWR seriološke pipete 
3.1.2 Kemikalije 
Pri delu smo uporabili kemikalije, ki so zbrane v tabeli 3-2. 
Tabela 3-2: Uporabljene kemikalije 
Proizvajalec Kemikalije 
Invitrogen DMEM, FBS, HBSS, DNA-polimeraza 
Sigma TEMED, Tris, EDTA, agar, agaroza, glicin, ampicilin, 
akrilamid, APS, ATP, gojišče LB, nitrocelulozne membrane 
(45 pm), etidijev bromid, raztopina tripsin EDTA, KCl, 
Na2HPO4, KH2PO4, NaDS, NaH2PO4 × H2O, glicerol, 
β-merkaptoetanol, DTT, BSA, kalcijev ionofor A23187, 
komplet reagentov BCA, mešanica inhibitorjev proteaz 
Pierce substrat SuperSignal west pico chemiluminescent substrate 
Gibco FBS, DMEM 
Fluka NaDS, DMSO 
Merck etanol, metanol, izopropanol, NaCl, NaOH 
Tropix I-BLOCK 
Roche TRIZOL, SYBR Green I master mix, komplet reagentov 
High pure RNA isolation  
New England Biolabs DNA-polimeraza Phusion, T7-endonukleaza I 
Applied Biosystems komplet reagentov High capacity cDNA reverse 
transcription kit 
Life Technologies Standard velikosti Page ruler, standard velikosti Prestained 
protein ladder 
Thermo Scientific substrat SuperSignal west pico substrate, komplet reagentov 
za izolacijo plazmidov GeneJet plasmid miniprep 
Qiagen komplet reagentov Dneasy blood and tissue kit 
Nippon komplet reagentov FastGene gel/PCR  
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3.1.3 Pufri 
Pri delu smo uporabili pufre, standarde in raztopine, ki so zbrani v tabeli 3-3. 
Tabela 3-3: Pufri, standardi in raztopine 
Pufer/standard/raztopina Sestava 
medij za zamrzovanje celic 10 % DMSO, 90 % FBS 
pufer RIPA za lizo celic 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 0,1 % 
NaDS, 0,5 % Doc, 1 × CPI  
pufer PBS 10 × 1,7 M NaCl, 34 mM KCl, 100 mM NaH2PO4, 18 mM 
KH2PO4, pH 7,4 
gojišče za celice HEK293 DMEM, 10 % FBS (v/v), glukoza 1 g/L  
gojišče za celice H9c2 DMEM, 10 % FBS (v/v), glukoza 4,5 g/L  
gojišče za makrofage DMEM, 5 % FBS (v/v), glukoza 1 g/L  
6 × nanašalni pufer za nanos na 
agarozno gelsko elektroforezo 
0,25 % bromfenolmodro, 0,25 % ksilencianol, 40 % (w/v) 
glukoze 
12 % ločevalni poliakrilamidni 
gel 
5 ml 1,5 M Tris / HCl (pH 8.8), 6,8 ml MQ, 8 ml 30 % 
akrilamid, 200 μl 10 % NaDS, 100 μl 10 % APS, 10 μl 
TEMED (količine za 2 gela) 
4 % koncentracijski 
poliakrilamidni gel 
1,25 ml 0,5 M Tris / HCl (pH 6,8), 3,05 ml MQ, 0,665 ml 
30 % akrilamid, 50 μl 10 % NaDS, 25 μl 10 % APS, 5 μl 
TEMED (količine za 2 gela) 
10 × elektroforezni pufer (za 
PAGE) 
0,250 M Tris, 1,92 M glicin, 1 % NaDS, pH 8,3 
pufer za prenos Western 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % metanol, pH 8.3 
4 × nanašalni pufer z NaDS 250 mM Tris/HCl pH 6,8, 8 % NaDS, 40 % glicerol, 20 % 
β-merkaptoetanol, 0,04 % bromofenilmodro 
normoksična raztopina 125 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 1,2 mM NaH2PO4 × H2O, 
0,5 mM MgCl2, 20 mM HEPES, 15 mM glukoza, 1 mM 
CaCl2 × 2H20, 2,5 mM keratin monohidrat, 1 % BSA, pH 7,4 
hipoksična raztopina 119 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 1,2 mM NaHPO4 × H2O, 
0,5 mM MgCl2, 5 mM HEPES, 1,3 mM MgSO4 × 7H2O, 
0,9 mM CaCl2 × 2H2O, 20 mM Na-laktat, 0,1 % BSA, pH 6,4 
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3.1.4 Protitelesa 
Za imunodetekcijo proteinov smo uporabili protitelesa, ki so zbrana v tabeli 3-4. 
Tabela 3-4: Uporabljena protitelesa 
Protitelo Opis Proizvajalec 
HO-1 primarno zajčje protitelo abcam 
β-aktin primarno mišje protitelo Cell signaling technology 
CD81 primarno zajčje protitelo Santa Cruz 
Tsg101 primarno mišje protitelo Santa Cruz 
   
kozje proti-zajčje IgG 
(HRP) 
sekundarno protitelo s konjugirano 
hrenovo peroksidazo 
abcam 
kozje proti-mišje IgG 
(H+L)-HRP 
sekundarno protitelo s konjugirano 
hrenovo peroksidazo 
Jackson immuno research 
3.1.5 Organizmi 
Pri delu smo uporabili bakterijske organizme in sesalske celične linije, navedene v tabeli 
3-5. 
Tabela 3-5: Bakterijski in sesalski organizmi 
Bakterijski organizmi genotip 
Escherichia coli, sev DH5α F-/ supE44, ∆lacU169 (f80 lacZDM15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96, thi-1, relA1 
  
Celična kultura Opis 
HEK293 Celična kultura, pripravljena s transformacijo človeških 
zarodnih celic iz ledvic z DNA adenovirusa 5. 
H9c2 Celična linija, izolirana iz zarodnega srčnega tkiva podgan. 
mišji makrofagi Nesmrtna celična linija makrofagov, izolirana iz kostnega 
mozga odraslih mišjih samic C57BL/6 . 
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3.2 Metode 
3.2.1 Sterilizacija raztopin, gojišč in steklovine 
Ves potreben material za gojenje celičnih kultur in bakterij E. coli je bil pred uporabo 
steriliziran v skladu s standardnimi postopki: 
• sterilizacija v avtoklavu z vlažno vročino, 20 min pri 121 °C in pri tlaku 
1,2 × 105 Pa, 
• snovi, občutljive na toploto, so bile sterilizirane s filtracijo skozi filter, ki ima pore 
premera 0,2 μm. 
3.2.2 Gojenje celičnih linij 
3.2.2.1 Celice HEK293 
Celice HEK293 smo gojili v gojišču DMEM, ki je vsebovalo 10 % FBS in 1 g/l glukoze, 
pri 37 °C in 5 % CO2 v plastičnih posodah za gojenje kultur T-75. Na 3 dni oz. ko so 
celice presegle 90 % konfluentnost, smo jih razredčili oz. porabili za eksperiment. Iz 
posodice smo najprej odstranili gojišče in celice previdno sprali s 5 ml 1 × pufra PBS. 
Nato smo jim dodali 3 ml raztopine tripsina in jih inkubirali 3 min, da so se celice začele 
odlepljati s površine. V posodico smo dodali 7 ml svežega gojišča, poskrbeli da so se vse 
celice odlepile s površine in vse skupaj prenesli v 15 ml centrifugirko. Celice smo nato 
posedli s 5 min centrifugiranjem pri 250 × g. Supernatant smo odstranili, celice pa 
resuspendirali v 6 ml novega gojišča. Celice smo po potrebi (za eksperiment) prešteli, 
drugače pa smo 10 % celic vrnili v posodico in dodali gojišče do volumna 10 ml. 
3.2.2.2 Makrofagi 
Mišje makrofage smo gojili v gojišču DMEM, ki je vsebovalo 5 % FBS in 1 g/l, pri 37 °C 
in 5 % CO2 v plastičnih posodah za gojenje kultur T-75. Na 3 dni oz. ko so celice presegle 
90 % konfluentnost, smo jih razredčili oz. porabili za eksperiment. Makrofage smo s 
posebnim strgalom postrgali s površine in resuspendirali v gojišču. Vse skupaj smo 
prenesli v 15 ml centrifugirko. Celice smo nato posedli s 5 min centrifugiranjem pri 
250 × g. Supernatant smo odstranili, celice pa resuspendirali v 6 ml novega gojišča. 
Celice smo po potrebi prešteli, drugače pa smo 10 % celic vrnili v posodico in dodali 
gojišče do volumna 10 ml. 
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3.2.2.3 Celice H9c2 
Celice H9c2 smo gojili v gojišču DMEM, ki je vsebovalo 10 % FBS in 4,5 g/l glukoze, 
pri 37 °C in 5 % CO2 v plastičnih posodah za gojenje kultur T-75. Na 2-3 dni oz. ko so 
celice presegle 70 % konfluentnost, smo jih razredčili oz. porabili za eksperiment. Iz 
posodice smo najprej odstranili gojišče in celice previdno sprali s 5 ml 1 × pufra PBS. 
Nato smo jim dodali 3 ml raztopine tripsina in jih inkubirali 3 min, da so se celice začele 
odlepljati s površine. V posodico smo dodali 7 ml svežega gojišča, poskrbeli da so se vse 
celice odlepile s površine in vse skupaj prenesli v 15 ml centrifugirko. Celice smo nato 
posedli s 5 min centrifugiranjem pri 250 × g. Supernatant smo odstranili, celice pa 
resuspendirali v 6 ml novega gojišča. Celice smo po potrebi prešteli, drugače pa smo 10 % 
celic vrnili v posodico in dodali gojišče do volumna 10 ml. 
3.2.3 Izolacija plazmidne DNA 
3.2.3.1 Transformacija kompetentnih bakterijskih celic E. coli DH5α 
Plazmide za delo s celičnimi kulturami smo pomnožili v bakterijskih celicah E. coli 
DH5α. V bakterije smo jih vnesli z metodo toplotnega šoka. 25 μl kompetentnih celic, ki 
so bile shranjene na -80 °C, smo odtajali na ledu, dodali smo jim 1 μl plazmidne DNA in 
jih inkubirali na ledu 30 min. Sledil je toplotni šok pri temperaturi 42 °C, ki je trajal 90 s. 
Transformacijsko mešanico smo vrnili na led za 5 min. Nato smo dodali 750 μl gojišča 
LB in na 37 °C vse skupaj inkubirali 1 h ob stresanju s hitrostjo 250 vrtlj./min. Celice 
smo nato zbrali na dnu mikrocentrifugirke s 3 min centrifugiranjem pri 5000 × g. 
Posedene celice smo resuspendirali v majhnem volumnu supernatanta in jih nanesli na 
agarozne plošče LB, ki so vsebovale ampicilin. Inkubacija na ploščah je potekala 16-18 h 
pri 37 °C. 
3.2.3.2 Izolacija plazmidne DNA 
Plazmid, ki ga je bakterija pomnožila, smo izolirali s kompletom reagentov GeneJet 
plasmid miniprep kit (Thermo Fisher), ki omogoča izolacijo čiste plazmidne DNA. 
Izolacijo smo opravili po navodilih proizvajalca. 
3.2.3.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Za analizo vzorcev DNA smo uporabili agarozni gel. Gre za linearni polimer D-galaktoze 
in 3,6-anhidro-L-galaktoze. Koncentracijo agaroze v gelu smo prilagodili glede na 
velikost vzorcev. Običajno smo uporabljali 1 % agarozni gel (1 g agaroze smo raztopili v 
100 ml pufra TAE s segrevanjem v mikrovalovki). Ko se je raztopina ohladila na 60 °C, 
smo dodali 5 μl etidijevega bromida s koncentracijo 10 mg/ml, vse skupaj premešali in 
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vlili v kalup za strjevanje. Ko se je gel strdil, smo vzorce DNA najprej zmešali s 6 × 
nanašalnim pufrom in vse skupaj odpipetirali v žepke na gelu. Poleg vzorcev smo na gel 
nanesli tudi standard, ki je omogočal določanje velikosti vzorcev DNA. Elektroforezo 
smo izvedli v 1 × pufru TAE pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel 
prenesli pod UV-luč in ga slikali.  
3.2.3.4 Izolacija fragmentov iz agaroznega gela 
Za izolacijo DNA iz agaroznega gela smo uporabili komercialno dostopen komplet 
reagentov FastGene gel. Agarozni gel smo izpostavili UV-svetlobi, kjer so se pokazali 
vsi fragmenti. Želeni fragment smo s skalpelom skrbno izrezali in ga shranili v 
mikrocentrifugirki. Izolacijo iz gela smo izvedli po navodilih proizvajalca. DNA smo 
eluirali v 50 μl MQ in vzorcu izmerili koncentracijo.  
3.2.3.5 Meritev koncentracije DNA 
Za meritev koncentracije DNA smo uporabili spektrofotometer NanoDrop. Merili smo 
absorbanco pri 260 in 280 nm. Razmerje A260/A280 = 1,7 – 1,9 pomeni, da je čistoča DNA 
zadostna, brez onesnaženja s proteini. 
3.2.4 Priprava monoklonske celične linije z zmanjšanim izražanjem HO-1 
3.2.4.1 CRISPR/Cas9 
Tarčna mesta za genomsko urejanje podganjega gena Hmox1 smo določili z orodjem 
CRISPR Design Tool (MIT). sgRNA s tarčnim zaporedjem 
GGATTTGTCCGAGGCCTTGA smo klonirali v plazmid pSpCas9(BB)-2A-Puro 
(PX459) V2.0 s smernim oligonukleotidom CACCGGATTTGTCCGAGGCCTTGA in 
protismernim oligonukleotidom AAACTCAAGGCCTCGGACAAATCC. S tako 
pripravljenim plazmidom smo opravili transfekcijo celic. 
3.2.4.2 Transfekcija celic divjega tipa 
Celice divjega tipa H9c2 smo nacepili na ploščo s 6 vdolbinicami z gostoto 5 × 105 
celic/vdolbinico in jih inkubirali čez noč. Naslednji dan, ko so bile celice 70-90 % 
konfluentne, smo opravili transfekcijo z Lipofectaminom 2000. Za vsako vdolbinico smo 
pripravili 150 μl 10 × redčenega Lipofectamina v gojišču OPTI-MEM. Prav tako smo 
pripravili 5 μg plazmidne DNA in jo razredčili v gojišču OPTI-MEM. Plazmid je 
vseboval rezistenco proti puromicinu in sistem CRISPR/Cas9 z ustrezno sgRNA. Obe 
raztopini smo zmešali v razmerju 1:1 in vse skupaj inkubirali 5 min pri sobni temperaturi. 
Po končani inkubaciji smo v vsako vdolbinico dodali 250 μl mešanice. Pred začetkom 
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selekcije smo počakali 48 h in tako poskrbeli, da so se selekcijski faktorji v transficiranih 
celicah res začeli izražati. 
3.2.4.3 Določanje količine antibiotika za selekcijo celic  
Pred začetkom selekcije smo morali določiti koncentracijo antibiotika, ki je potrebna, da 
pobije celice brez odpornosti na puromicin. V ploščo s 96 vdolbinicami smo nacepili 
celice z gostoto 7 × 104 celic na vdolbinico in jim v gojišče dodali različne koncentracije 
antibiotika puromicina; od 0,2 μg/ml do 2 μg/ml, v koraku po 0,2 μg/ml. Zanimalo nas 
je, kakšna je minimalna koncentracija antibiotika, ki pobije vse celice brez rezistence 
proti puromicinu in kako hitro se to zgodi. Eksperiment smo opravili v triplikatih. Kot 
potrebno koncentracijo puromicina pri tej celični gostoti smo določili 0,6 μg/ml gojišča. 
Pri tej in vseh višjih koncentracijah so vse celice pomrle že po 3. dnevu inkubacije, 
medtem ko so pri nižjih koncentracijah celice preživele tudi več kot 7 dni. 
3.2.4.4 Selekcija transficiranih celic v monoklonsko celično linijo 
48 h po transfekciji z Lipofectaminom 2000 smo celicam zamenjali gojišče in začeli 
selekcijo z 0,6 μg/ml puromicina. Selekcijo smo izvajali 6 dni. Po 6 dneh inkubacije v 
prisotnosti puromicina je v vdolbinicah ostalo živih pribl. 10 % celic, kar je bilo skladno 
s pričakovanji o uspešnosti transfekcije tega tipa celic z Lipofectaminom 2000. Celice 
smo pustili, da so v neselekcijskem gojišču vdolbinico prerasle do 30 %, nato pa smo jih 
tripsinizirali in razredčili na gostoto 0,8 celice/100 μl gojišča. S tako gostoto smo jih nato 
nacepili na plošče s 96 vdolbinicami in jih opazovali. Posamezne vdolbinice, kjer smo 
opazili eno samo kolonijo, smo označili. Ko so bile te monoklonske vdolbinice preraščene 
do 50 %, smo jih tripsinizirali in nacepili na plošče z večjimi vdolbinicami. Proces smo 
ponavljali, dokler nismo imeli zadostnega števila celic. Del smo jih zamrznili, drugi del 
pa smo jih porabili za genomsko in proteinsko analizo uspešnosti izbijanja gena za hem 
oksigenazo 1. 
3.2.4.5 Izolacija genomske DNA 
Uporabili smo 1 × 106 celic. Izolacijo genomske DNA smo opravili s kompletom 
reagentov DNeasy blood & tissue kit (Qiagen) po navodilih proizvajalca. Končno 
koncentracijo in čistočo izolirane genomske DNA smo nato izmerili na spektrofotometru 
NanoDrop. 
3.2.4.6 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Po izolaciji genomske DNA smo morali tarčni odsek pomnožiti, da smo lahko preverili 
uspešnost izbijanja. Za to smo uporabili metodo verižne reakcije s polimerazo Phusion 
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HS II. Uporabili smo 100 ng genomske DNA, ki je služila kot matrica pri pomnoževanju. 
V reakcijsko mešanico smo dodali tudi smerni in protismerni začetni oligonukleotid, 
ustrezen reakcijski pufer, dNTP in DMSO. Natančne količine in koncentracije so 
navedene v tabeli 3-6. 
Tabela 3-6: Reakcijska mešanica za verižno reakcijo s polimerazo 
Komponenta Količina Volumen [μl] 
genomska DNA 100 ng  
dNTP (10 mM)  4 
5 × HF pufer  10 
smerni oligonukleotid (100 mM)  1 
protismerni oligonukleotid (100 mM)  1 
DNA-polimeraza Phusion HS II  0,7 
DMSO  1 
MQ  do skupnega volumna 50 μl 
Po pripravi reakcijske mešanice smo prilagodili temperaturni program za potek reakcije: 
dolžini fragmenta smo prilagodili čas podaljševanja, začetnim oligonukleotidom pa smo 
prilagodili temperaturo prileganja. Uporabili smo temperaturni program, ki je prikazan v 
tabeli 3-7. 
Tabela 3-7: Temperaturni program za verižno reakcijo s polimerazo 
Korak Temperatura [°C] Trajanje Št. ciklov 
začetna denaturacija 95 5 min 1 
denaturacija 95 15 s 
35 prileganje 60 20 s 
podaljševanje 72 40 s 
končno podaljševanje 72 10 min 1 
hlajenje 10  / 
3.2.4.7 Restrikcija s T7-endonukleazo I 
T7-endonukleaza I prepozna mesta, kjer se bazna para v dsDNA ne ujemata, in tam 
fragment prereže. Na ta način nam omogoča preverjanje delovanja sistema CRISPR/Cas9 
in prisotnost potencialne indel mutacije na tarčnem mestu. Fragment s tarčno regijo smo 
najprej pomnožili z reakcijo PCR, nato pa smo s posebnim temperaturnim programom 
vzorce DNA stalili in nato temperaturo v majhnih korakih manjšali, da je prišlo do 
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ponovnega prileganja. Tekom prileganja je prišlo do tvorbe heterodupleksov, saj so se v 
dsDNA združevale regije, ki so bile pomnožene z dveh kromosomov, kjer je prišlo do 
potencialnih različnih mutacij tipa indel. Mešanica za prileganje je prikazana v tabeli 3-
8. 
Tabela 3-8: Reakcijska mešanica za prileganje pomnoženih fragmentov 
Komponenta Masa Volumen [μl] 
pomnožena regija DNA 200 μg  
10 × reakcijski pufer NEB2   3  
MQ  do skupnega volumna 30 μl 
Ko je bilo prileganje opravljeno, smo vsakemu izmed vzorcev dodali 1 μl T7-
endonukleaze I in reakcijsko mešanico inkubirali 20 min pri 37 °C. Za analizo rezultatov 
rezanja smo opravili agarozno gelsko elektroforezo. 
3.2.5 Izolacija RNA 
Makrofage smo nacepili na ploščo s 24 vdolbinicami z gostoto 1 × 106 celic/vdolbinico. 
Celice H9c2 WT smo nacepili na plošče s 24 vdolbinicami z gostoto 
5 × 105 celic/vdolbinico. Celice smo nacepili en dan pred stimulacijo. Po dodatku 
različnih spojin, smo celice inkubirali 6 h. Celotno RNA smo nato izolirali s kompletom 
reagentov HighPure RNA (Roche). Izolacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca. 
3.2.5.1 Čiščenje RNA 
Za nadaljnjo analizo je RNA potrebno očistiti in razgraditi vso DNA, ki je prisotna v 
vzorcu. Za razgradnjo DNA smo uporabili encim DNazo, ki smo jo dodali vzorcu skupaj 
s potrebnim pufrom. Reakcijska mešanica je prikazana v tabeli 3-9. 
Tabela 3-9: Reakcijska mešanica za razgradnjo DNA 
Komponenta Končna koncentracija/masa Volumen [μl] 
mRNA 1 μg  
10 × DNazni reakcijski pufer 1 × 1 μl 
DNaza  1 μl 
MQ brez nukleaz  Do 10 μl 
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Reakcijsko mešanico smo 30 minut inkubirali pri 37 °C. Nato smo dodali 1μl raztopine, 
ki zaustavi reakcijo (etilendiamintetraocetna kislina, EDTA) in vse skupaj inkubirali 
10 min pri 65 °C. 
3.2.5.2 Reverzna transkripcija  
Za reverzno transkripcijo mRNA v cDNA smo uporabili komplet reagentov High 
capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems). Postopek smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. Reakcijske mešanice, ki smo jih uporabili, so prikazane v tabeli 
3-10. V tabeli 3-11 je prikazan temperaturni program reverzne transkripcije. 
Tabela 3-10: Reakcijska mešanica za reverzno transkripcijo 
Komponenta Količina Volumen [μl] 
10 × pufer 1 × 2 
25 × mešanica dNTP (100 mM) 1 × 0,8 
naključni začetni oligonukleotidi   
reverzna transkriptaza (50 U/μl) 2,5 U / μl 1 
vzorec (RNA) 1 μg  
MQ  Do 10 
skupaj   20 
 
Tabela 3-11: Temperaturni program za reverzno transkripcijo 
Stopnja Temperatura [°C] Čas [min] 
1 25 10 
2 37 120 
3 85 5 
4 10 ∞ 
3.2.6 Kvantitativni PCR (qPCR) 
Celoten vzorec cDNA (20 μl) smo razredčili s 140 μl MQ, da smo dobili vzorce s 
primerno koncentracijo za nadaljnjo analizo. V reakcijske mešanice smo dodali ustrezni 
par začetnih oligonukleotidov in reagent SYBR Green. Sestava reakcijske mešanice je 
prikazana v tabeli 3-12, temperaturni program za qPCR pa je prikazan v tabeli 3-13. 
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Tabela 3-12: Reakcijska mešanica za kvantitativni PCR 
Komponenta Koncentracija Volumen [μl] 
vzorec  5  
LightCycler 480 SYBR Green I Master  10 
250 × redčen smerni oligonukleotid 0,4 μM 0,08 
250 × redčen protismerni oligonukleotid 0,4 μM 0,08 
MQ  4,84 
Končni volumen  20 
 
Tabela 3-13: Temperaturni program za kvantitativni PCR 
Korak  Temperatura °C Čas Število ciklov 
1 začetna denaturacija 95 15 min 1 
2 denaturacija 95 15 s  
45 3 prileganje oligonukleotidov 60 30 s 
4 podaljševanje 72 30 s 
5 zadnje podaljševanje 76 10 s  1 
6 hlajenje 10 ∞ / 
3.2.7 Določanje koncentracije proteinov 
3.2.7.1 Metoda z bikinhonsko kislino (BCA) 
Za določanje koncentracije proteinov v vzorcu smo uporabili metodo z bikinhonsko 
kislino (BCA). Metoda temelji na zmožnosti proteinov, da reducirajo bakrove ione Cu2+ 
v ione Cu+ v bazičnem okolju. Ti ioni se nato kompleksirajo z bikinhonsko kislino, 
posledica pa je sprememba barve v vijolično. Redukcija bakrovih ionov je proporcionalna 
količini proteinov, ki so prisotni v raztopini, zato nam ta metoda omogoča kvantifikacijo 
količine proteinov s spektrofotometrom. Za umeritveno krivuljo smo uporabili standardne 
koncentracije govejega serumskega albumina (BSA) v razponu od 0,1 mg/ml do 
0,5 mg/ml. Kot negativno kontrolo smo uporabili destilirano vodo. V posamezno 
vdolbinico na plošči smo nanesli 30 μl vzorca in dodali 200μl reakcijske raztopine. Ta je 
sestavljena iz 49 enot bikinhonske kisline in 1 enote 4 % CuSO4. Ploščo smo 30 min 
inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 562 nm na 
spektrofotometru BioTek SynergyMx. Koncentracijo proteinov v vzorcu smo izračunali 
z enačbo, ki smo jo pridobili iz umeritvene krivulje. 
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3.2.8 NaDS-PAGE 
3.2.8.1 Priprava vzorcev za NaDS-PAGE 
Za pripravo celičnih lizatov smo celice najprej resuspendirali v pufru PBS in jih nato 
centrifugirali 5 min pri 250 × g, da so se posedle. Supernatant smo odstranili in dodali 
50 μl litskega pufra RIPA, ki smo mu dodali koktejl inhibitorjev proteaz. Celice smo nato 
resuspendirali in jih 30 min inkubirali v na 4 °C ohlajeni centrifugi. Supernatant smo 
prenesli v svežo mikrocentrifugirko in pridobljenemu vzorcu izmerili koncentracijo 
proteinov z metodo BCA. 
3.2.8.2 NaDS poliakrilamidna gelska elektroforeza (NaDS-PAGE) 
Gele smo pripravili po navodilih proizvajalca. Najprej smo vlili 12 % ločevalni gel (tabela 
3-14) med dve stekelci z razmikom 1,5 mm, na vrhu pa dodali 200 μl izopropanola, da je 
bila površina ravna. Mešanico smo pustili stati 1 h, da je ustrezno polimerizirala. Ko je 
bil ločevalni gel strjen, smo z vrha s filter papirjem odstranili izopropanol in v model 
nalili mešanico za 4 % koncentracijski gel (tabela 3-15). Za pripravo žepkov za vzorce 
smo uporabili ustrezen glavniček. Strjene gele smo uporabili takoj ali pa smo jih shranili 
na 4 °C.  
Za pripravo vzorcev smo uporabili 30 μg proteinov, ki smo jim dodali 4 × reducirajoči 
nanašalni pufer z NaDS. Vzorce smo denaturirali 5 min na 95 °C. Poleg vzorcev smo na 
gel nanesli tudi proteinski standard, ki označuje velikosti proteinov. Elektroforeza je 
potekala 45 min pri napetosti 200 V. 
Tabela 3-14: Sestava 12 % ločevalnega poliakrilamidnega gela (količine za 2 gela) 
Komponenta Volumen 
MQ 6,4 ml 
1,5 M Tris/HCl pH 8,8 5,2 ml 
10 % (w/v) NaDS 200 μl 
30 % akrilamid 8 ml 
10 % APS 200 μl 
TEMED 20 μl 
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Tabela 3-15: Sestava 4 % vstopnega poliakrilamidnega gela (količine za 2 gela) 
Komponenta Volumen 
MQ 5,95 ml 
1,5 M Tris/HCl pH 8,8 2,5 ml 
10 % (w/v) NaDS 100 μl 
30 % akrilamid 1,34 ml 
10 % APS 100 μl 
TEMED 10 μl 
3.2.8.3 Prenos western 
Po končani elektroforezi smo poliakrilamidni gel sprali z destilirano vodo in ga namočili 
v pufru za prenos. Nitrocelulozno membrano in filtrski papir smo razrezali na velikost, ki 
je ustrezala velikosti gela, nato pa vse skupaj omočili v pufru za prenos. Za prenos 
proteinov iz gela na membrano smo uporabili pokončni sistem »Mini Trans-Blot 
Electrophoretic Transfer Cell«. Celico za prenos smo pripravili tako: kaseto za prenos se 
položi na pult s črno stranico navzdol, nanjo se položi omočeno blazinico, na katero se 
nato postavi omočen filtrski papir. Sledi je gel, nanj smo položili nitrocelulozno 
membrano. »Sendvič« smo zaključili z dodatkom filtra na membrano, čez tega pa smo 
dali še eno omočeno blazinico. Vse skupaj smo z valjem povaljali in tako poskrbeli, da 
med posameznimi elementi ni zračnih mehurčkov. Kaseto smo zaprli in jo postavili v 
modul za prenos. Nitrocelulozna membrana je bila obrnjena proti anodi, da so proteini iz 
gela prešli nanjo. Za hlajenje sistema smo uporabili hladilno enoto Bio-Ice, ki se postavi 
v tank poleg kasete za prenos. Proces prenosa je potekal 1 h in 30 min pri konstantnem 
toku 350 mA. 
3.2.8.4 Imunodetekcija proteinov 
Po končanem prenosu smo membrano sprali z destilirano vodo in jo 1 h stresali pri sobni 
temperaturi v raztopini I-BLOCK. Tako smo poskrbeli, da so bila vsa prosta vezavna 
mesta na membrani zasedena pred inkubacijo s primarnimi protitelesi. Po blokiranju smo 
membrano inkubirali v raztopini ustrezno redčenih primernih protiteles. Inkubacija s 
primernimi protitelesi je potekala 1-3 h pri sobni temperaturi ali pa čez noč na 4 °C. Med 
inkubacijo so se membrane stresale, da se je lahko raztopina prosto gibala po površini 
membrane. Po inkubaciji s primarnimi protitelesi je sledilo spiranje, s katerim smo 
odstranili vsa nevezana protitelesa. Spiranje je potekalo s pufrom PBS, ki je vseboval 
0,1 % detergenta Tween. Membrano smo sprali trikrat, vsako spiranje pa je trajalo vsaj 
5 min. Nato smo membrano inkubirali v primerno redčeni raztopini sekundarnih 
protiteles pri sobni temperaturi 1 h, inkubacija pa je potekala na mešalu. Po ponovnem 
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spiranju, ki je potekalo trikrat po 5 min, smo membrano položili na steklo in jo prekrili s 
substratom SuperSignal West Pico Chemoluminescent Substrate. Substrat smo pred 
nanosom zmešali po navodilih proizvajalca. Po 5 min inkubacije s substratom smo steklo 
z membrano položili v sistem G:box in jo slikali. Posnetek smo obdelali s programskim 
orodjem GeneTools. 
3.2.9 Izolacija zunajceličnih veziklov 
Celice HEK293 smo nacepili v petrijevke z gostoto 1,5 × 106 celic/ml in jih gojili v 10 ml 
gojišča DMEM, ki je vsebovalo 10 % FBS pri 37 °C čez noč. Naslednji dan smo gojišče 
odstranili, celice pa sprali s 5 ml pufra HBSS (Invitrogen), ki je vseboval 5 mM 
koncentracijo CaCl2. Nato smo jih 1 h inkubirali v pufru HBSS, ki je vseboval 5 mM 
CaCl2 in 10 μM kalcijevega ionoforja A23187 (Sigma). Po 1 uri smo supernatant shranili 
in ga nato najprej centrifugirali 15 min pri 800 × g in nato 2 × po 1 uro pri 100.000 × g, 
da smo izolirali zunajcelične vezikle, ki so se sprostili ob oksidativnem stresu. Posedene 
vezikle smo resuspendirali v pufru PBS in njihovo velikost analizirali z dinamičnim 
sipanjem svetlobe (DLS, Malvern). Prisotnost ključnih označevalcev celičnih veziklov 
(Tsg101 in CD81), smo potrdili s prenosom western in imunodetekcijo. Za določanje 
koncentracije veziklov smo uporabili metodo z bikinhonsko kislino (BCA).  
3.2.9.1 Merjenje velikosti z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS) 
Sestavo in porazdelitev velikosti zunajceličnih veziklov smo analizirali z dinamičnim 
sipanjem svetlobe (DLS). Meritev je bila opravljena na napravi ZetasizerNano (Malvern) 
pri temperaturi 20 °C s 633 nm laserjem pod kotom 173°. Pridobljene podatke smo 
analizirali s programskim orodjem Zeta Sizer 7.03. 
3.2.10 Hipoksija in reoksigenacija 
Celice H9c2 divjega tipa in celice H9c2 z zmanjšanim izražanje hem oksigenaze 1 smo 
nacepili na plošče s 96 vdolbinicami z gostoto 5 × 104 celic na vdolbinico en dan pred 
eksperimentom. Na dan eksperimenta smo celicam zamenjali gojišče in nekaterim 
paralelkam dodali različne spojine za stimulacijo. Tako smo jih inkubirali 6 h, nato pa 
smo jim odstranili gojišče, jih sprali s pufrom PBS in jim dodali hipoksično oz. 
normoksično raztopino. Hipoksično paralelko smo inkubirali v posebnem inkubatorju na 
37 °C ob prisotnosti 1 % O2, 5 % CO2 in 94 % N2. Normoksično paralelko smo inkubirali 
v standardnih pogojih 21 % O2 in 5 % CO2. Po 16 h inkubacije smo celicam odstranili 
normoksično oz. hipoksično raztopino in jim dodali gojišče DMEM z 1 % FBS, vendar 
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brez prisotnosti fenol rdečega. Celice smo v standardnih pogojih inkubirali še 2 h, nato 
pa smo izvedli test LDH, s katerim smo določali % celic, ki so v procesu umrle.  
3.2.11 Merjenje citotoksičnosti s testom LDH 
Test citotoksičnosti LDH temelji na delovanju encima laktat dehidrogenaze. Ta se nahaja 
v skoraj vseh oblikah živalskih celic in katalizira pretvorbo laktata v piruvat. Encim se ob 
celični smrti sprošča v gojišče. Ob dodatku ustreznih reagentov poteče reakcija oksidacije 
laktata v piruvat, hkrati pa pride do redukcije NAD+ v NADH/H+. Katalizator diaforaza 
prenese protona z NADH/H+ na tetrazolijevo sol INT, ki se reducira v barvilo formazan. 
To ima absorpcijski maksimum pri valovni dolžini 490 nm.  
Pred izvajanjem testa LDH smo plošče s celičnimi kulturami centrifugirali 3 min pri 
250 × g, da so se vse celice posedle. Tako smo lahko v naslednjem koraku v svežo 
mikrotitrsko ploščo prenesel supernatant, ki ni vseboval nobenih celic. Za uspešno 
meritev so pri testu LDH potrebne tudi ustrezne kontrole. Kontrola ozadja nam da podatek 
o aktivnosti LDH v samem gojišču DMEM, ki vsebuje FBS. Ta vrednost mora biti odšteta 
od vseh izmerjenih eksperimentalnih vrednosti. Nizka kontrola nam da podatek o izpustu 
LDH iz celic pod normalnimi pogoji, torej spontani izpust LDH. Visoka kontrola pa nam 
pove kolikšna je maksimalna količina LDH, ki se iz celic sprosti v primeru, ko umrejo 
vse. Za doseganje maksimalnega izpusta LDH smo celicam 30 min pred pobiranjem 
supernatanta dodali 2 % detergent Triton X-100 v razmerju 1:1. Pri tej koncentraciji 
Triton pobije vse celice, vendar nima vpliva na aktivnost encima LDH. 
Ko smo imeli vzorce supernatantov zbrane, smo jim dodali reakcijsko mešanico (razmerje 
1:1), ki smo jo pripravili po navodilih proizvajalca, in mikrotitrsko ploščo inkubirali v 
temi 15 min pri sobni temperaturi. Nato smo na spektrofotometru BioTek SynergyMx 
izmerili absorbanco pri valovni dolžini 490 nm. Citotoksičnost smo izračunali po 
enačbi 1. 
𝐶𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑘𝑠𝑖č𝑛𝑜𝑠𝑡 (%) = [
𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 − 𝐴𝑛𝑖𝑧𝑘𝑎  𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎
𝐴𝑣𝑖𝑠𝑜𝑘𝑎  𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎 − 𝐴𝑛𝑖𝑧𝑘𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎
] ∗ 100 (1) 
3.2.12 Risanje slik in grafov 
Vse eksperimente, razen kjer je v besedilu navedeno drugače, smo opravili vsaj 3 ×. 
Prikazani so reprezentativni rezultati. Rezultati v obliki grafov so prikazani kot povprečje 
tehničnih triplikatov s standardno napako (qPCR) oz. povprečje petih bioloških paralelk 
s standardno napako (LDH). Grafe smo naredili s programoma GraphPad Prism 6 
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(GraphPad Software) in Excel (Microsoft). Slike smo narisali s programskim orodjem 
BioRender ter jih uredili in označili s programom PowerPoint (Microsoft). 
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4 Rezultati  
4.1 Izolacija veziklov, ki se sprostijo po oksidativnem stresu 
Oksidativni stres je ena izmed glavnih značilnosti številnih kroničnih bolezni. Kalcijev 
ionofor A23187 je v celicah HEK293 povzročil oksidativni stres in stimuliral izločanje 
stresnih zunajceličnih veziklov (sEV) v gojišče. Po izolaciji sEV smo v vzorcu z metodo 
BCA določili koncentracijo proteinov. Zanimalo nas je, če so v vzorcu prisotni 
označevalci, ki so značilni za zunajcelične vezikle. S prenosom western in 
imunodetekcijo smo pokazali prisotnost ključnih označevalcev CD81 in Tsg101. 
Rezultati obeh eksperimentov so prikazani na sliki 4. Zanimala nas je tudi velikost 
izoliranih veziklov. Ob podaljšanem oksidativnem stresu celice sprožijo proces apoptoze, 
kar lahko povzroči prisotnost apoptotičnih telesc v vzorcu. Temu smo se želeli izogniti, 
saj nas je zanimala vloga eksosomov in mikroveziklov, ki se sproščajo iz celic pod pogoji 
oksidativnega stresa. Opravili smo analizo z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS). Vrh 
intenzitete sipanja je bil prisoten pri delcih s premerom 100 nm, kar predstavlja 
eksosome, pri 800 nm, kar predstavlja mikrovezikle, in pribl. 5000 nm, kar so verjetno 
apoptotska telesca (slika 5A). Ker večji delci povzročijo bolj intenzivno sipanje, ta 
rezultat ne predstavlja številskega razmerja med posameznimi delci v vzorcu. To potrjuje 
meritev, ki to upošteva in izračuna številski delež posameznih delcev v vzorcu (slika 5B). 
V tem primeru se izkaže, da je več kot 90 % delcev v vzorcu velikosti okrog 100 nm.  
 
Slika 4: Karakterizacija sEV, ki so se sprostili po oksidativnem stresu. 30 μg sEV smo 
lizirali, izvedli NaDS-PAGE in prenos western. Detektirali smo dva označevalca, ki sta 
značilna za EV. A) Lisa pri 26 kDa se ujema s pričakovano velikostjo proteina CD81. V 
razponu od 55 – 70 kDa je prisotna tudi nespecifična vezava. B) Lisa pribl. velikosti 
50 kDa potrjuje prisotnost označevalca Tsg101. 
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Prisotnost ustreznih označevalcev v kombinaciji s pričakovano velikostjo delcev 
dokazuje, da so bili v procesu izolacije pridobljeni res eksosomi in mikrovezikli, ki se 
sproščajo pri oksidativnem stresu. 
 
Slika 5: Določitev velikosti sEV z metodo DLS. A) Graf prikazuje porazdelitev relativne 
intenzitete sipanja svetlobe in odraža velikost delcev v vzorcu. Opazni so 3 vrhovi, ki 
predstavljajo eksosome (100 nm), mikrovezike (1000 nm) in apoptotska telesca 
(5000 nm). B) Graf prikazuje številsko porazdelitev delcev, ki so prisotni v vzorcu. Večino 
delcev predstavljajo eksosomi in mikrovezikli. 
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4.2 Spremembe v izražanju genov makrofagov ob dodatku stresnih 
veziklov 
S tako pridobljenimi sEV smo stimulirali makrofage in spremljali njihovo polarizacijo 
preko sprememb v izražanju genov. Predvidevali smo, da vezikli, sproščeni ob 
oksidativnem stresu, povzročijo polarizacijo makrofagov v tip Mox. Po 6 h inkubacije 
makrofagov, smo izolirali njihovo RNA in izvedli kvantitativni PCR. Rezultati 
eksperimentov, v katerih smo preverjali spremembe v izražanju genov, so zbrani v obliki 
grafov na sliki 6. 
 
Slika 6: LPS, Il-4, oxPAPC in sEV različno polarizirajo makrofage. Makrofage smo 6 h 
stimulirali z LPS (10 ng/ml), Il-4 (10 ng/ml), oxPAPC (50 μg/ml) ali sEV (5 μg/ml). 
Izražanje genov Il1β, Il6, iNos, Hmox1, Tr1 in Arg1 smo določili z metodo qPCR. 
Rezultati so bili normalizirani z izražanjem gena Gapdh. 
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Med sabo smo primerjali LPS, ki sproži tip M1, IL-4, ki sproži tip M2, oxPAPC, ki smo 
ga pripravili s petdnevno oksidacijo na zraku, in pri makrofagih sproži diferenciacijo v 
tip Mox. 
Kot vidimo iz grafov slike 6, so LPS, Il-4 in oxPAPC aktivirali makrofage po 
pričakovanih vzorcih. Ob stimulaciji s sEV pride do povečanja v izražanju provnetnih 
citokinov Il1β (slika 6A) in Il6 (slika 6B). Opazno je povečano izražanje inducibilne NO-
sintaze (slika 6C). Drugače kot pri oxPAPC stimulacija s sEV ni imela učinka na izražanje 
Hmox1 (slika 6D) ali Tr1 (slika 6E). Očitno je, da sEV sprožijo v makrofagih popolnoma 
drugačen odgovor kot oxPAPC. Ob prisotnosti tega pride do jasnih sprememb v izražanju 
genov, ki so značilni za polarizacijo v tip Mox. Izražanje Hmox1 in Tr1 se poveča. 
Prisotna je aktivacija pro-vnetnega citokina Il1β, kar opazimo tudi pri aktivaciji s sEV in 
LPS, ki aktivira tip M1. Prav tako je v primeru stimulacije z oxPAPC popolnoma odsotno 
povečano izražanje iNOS, ki zaznamuje aktivacijo s sEV. Opazno je, da povzročijo sEV 
spremembe v izražanju genov, ki so bolj podobne tistim, ki so značilne za tip M1. 
Ob prisotnosti protivnetnega citokina Il-4 je prišlo do aktivacije izražanja arginaze 1 
(slika 6F), ki je značilna za makrofage tipa M2, drugih genov, katerih izražanje smo 
merili, pa Il-4 ni aktiviral. 
4.2.1 Vpliv fukoksantina na izražanje genov in signalizacijo 
Fukoksantin (Fx) je morski karotenoid, ki ima številne antioksidativne učinke, njegovo 
delovanje pa naj bi zmanjšalo izražanje številnih provnetnih citokinov (IL-6, TNFα) in 
inducibilne NO-sintaze, hkrati pa naj bi povečalo izražanje genov, ki so odgovorni za 
zmanjšanje oksidativnega stresa, kot je Hmox1 [42]. Zanimalo nas je, kako fukoksantin 
vpliva na izražanje genov ob stimulaciji makrofagov z LPS, oxPAPC in sEV. Rezultati 
eksperimentov, v katerih smo preverjali spremembe v izražanju genov, so zbrani v obliki 
grafov na sliki 7. 
Ob prisotnosti fukoksantina je bilo opazno zmanjšanje v izražanju Il6 (slika 7A) ter iNOS, 
(slika 7B) tako v primeru stimulacije z LPS kot v primeru sEV. Na izražanje Hmox1 
fukoksantin skoraj ni imel učinka, opazno je celo rahlo zmanjšano izražanje (slika 7C). 
To je v nasprotju s podatki iz predhodne raziskave, kjer so opazili sicer šibko, a 
signifikantno povečanje v izražanju omenjenega gena [42] 
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Slika 7: Fukoksantin spremeni izražanje genov Il6, iNos in Hmox1 ob stimulaciji z LPS, 
oxPAPC in sEV. Makrofage smo 1 h predinkubirali s fukoksantinom (fx) (20 μg/ml) in 
nato 6 h stimulirali z LPS (10 ng/ml), oxPAPC (50 μg/ml) ali sEV (5 μg/ml). Izražanje 
genov Il6, iNos in Hmox1 smo določili z metodo qPCR. Rezultati so bili normalizirani z 
izražanjem gena Gapdh. 
4.3 Vpliv sEV na izražanje Hmox1 v celicah H9c2 
Pri stimulaciji makrofagov z oxPAPC smo opazili aktivacijo gena Hmox1. Vendar pa je 
delovanje HO-1 še bolj pomembno v celicah srčne mišice, predvsem za vzdrževanje srčne 
homeostaze, zato nas je zanimalo, kako se srčne celice odzivajo na oksidirane fosfolipide, 
ki so prisotni v sEV. 
Podganje kardiomicitne celice H9c2 smo stimulirali z različnimi koncentracijami sEV 
6 h, nato pa izolirali njihovo RNA in s kvantitativnim PCR analizirali spremembe v 
izražanju nekaterih ključnih genov (slika 8). V celicah H9c2 pride do drugačnega odziva 
kot pri makrofagih. Opazno je od koncentracije odvisno povečano izražanje Hmox1 (slika 
8A) in to že pri nizkih koncentracijah sEV (1 μg/ml). Zanimalo nas je tudi izražanje pro-
vnetnih citokinov, ki so močno zaznamovali odgovor pri makrofagih. V primeru celic 
H9c2 ni bilo opaznega močnega izražanja Il6 (slika 8B) in Tnfα (slika 8C). Pri testiranih 
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koncentracijah sEV niso imeli vpliva na izražanje Tr1 (slika 8D). Učinki LPS na izražanje 
genov Hmox1 in Tnfα so prikazani na slikah 8E in 8F. 
 
Slika 8: sEV aktivirajo izražanje Hmox1 v celicah H9c2. H9c2 smo 6 h stimulirali z LPS 
(10 ng/ml) ali sEV (5 μg/ml). Izražanje genov Il6, Hmox1, Tr1 in Tnfα smo določili z 
metodo qPCR. Rezultati so bili normalizirani z izražanjem gena Gapdh. A – D) Vpliv 
različnih koncentracij sEV na izražanje genov Hmox1, Il6, Tnfα in Tr1. E in F) Vpliv LPS 
na izražanje Hmox1 in Tnfα. 
4.4 Priprava monoklonske celične linije z zmanjšanim izražanjem 
HO-1 
Ker je v literaturi objavljenih več študij, v katerih so prikazali pozitivno zaščitno vlogo 
HO-1 v preživetju tkiva oz. celic po ishemiji in reperfuziji (oz. pri in vitro replikaciji: 
hipoksiji in reoksigenaciji), smo želeli preveriti, če lahko sEV, ki med drugim povečajo 
izražanje tega encima, pozitivno vplivajo na preživetje celic v takšnih pogojih. Če bi 
predinkubacija celic H9c2 s sEV povzročila večje preživetje celic ob ishemiji/reperfuziji, 
bi to predstavljalo enega od mehanizmov, ki so prisotni pri oddaljenem ishemičnem 
kondicioniranju. Da bi v tem primeru ugotovili, ali je ključna prav vloga HO-1, smo želeli 
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pripraviti monoklonsko celično linijo z izbitim genom za ta encim. Gen smo želeli izbiti 
s sistemom CRISPR/Cas9. 
Za selekcijo HO-1 KO pozitivnih klonov smo uporabili antibiotik puromicin s 
koncentracijo 0,6 μg/ml, ki smo jo določili na podlagi preživetvene krivulje. 48 h po 
transfekciji celic s plazmidom za CRISPR/Cas9 in sgRNA, ki prepozna zaporedje v genu 
Hmox1, smo izvedli selekcijo s puromicinom. Po šestdnevni selekciji in nadaljnjem 
vzgajanju celičnih klonov, smo pridobili 7 monoklonskih linij. Uspešnost nastanka indel 
mutacije v tarčni genomski regiji smo preverjali encimom T7-endonukleaza I, ki reže 
produkt PCR le v primeru, če so prisotne razlike v heterodupleksu. V primerih vzorcev 
KO1 in KO5 so opazne 3 lise, kar pomeni, da je vsaj na enem od kromosomov prišlo do 
indel mutacije v tarčni regiji. Izmed pridobljenih 7 celičnih klonov je prišlo do izbitja na 
vsaj enem kromosomu v le 2 primerih (KO1 in KO5). Rezultati eksperimenta so prikazani 
na sliki 9. 
 
Slika 9: Izbijanje gena Hmox1 z metodo CRISP/Cas9. Iz klonov, ki smo jih pridobili po 
metodi CRISPR/Cas9, smo izolirali genomsko DNA in tarčno regijo pomnožili s PCR. 
Prikazan je rezultat agarozne elektroforeze po rezanju produkta PCR s T7-
endonukleazo I. 
Ta eksperiment nam ne more pokazati, ali je do modifikacij prišlo hetero- ali 
homozigotno, zato smo tej regiji določili nukleotidno zaporedje s sekveniranjem po 
Sangerju. Rezultati sekveniranja so pokazali, da je pri obeh klonih do modifikacije 
verjetno prišlo samo na enem kromosomu. Dejansko izražanje smo preverili še na 
proteinski ravni. Izvedli smo NaDS-PAGE, prenos western in imunodetekcijo HO-1 in 
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β-aktina. Na podlagi intenzitet lis smo lahko s programskim orodjem GeneTools 
izračunali razliko v stopnji izražanja encima. Tudi v celičnih klonih, kjer smo gen izbijali, 
je na proteinski ravni prisotna HO-1 (slika 10A). Gena nismo izbili na obeh kromosomih, 
temveč le na enem. Z normalizacijo na β-aktin (slika 10B) smo izračunali, da je v primeru 
klona KO1 prisotnih približno 40 % manj encima kot v divjem tipu (WT), pri klonu KO5 
pa je izražanje praktično enako kot pri divjem tipu (slika 10C). Za nadaljnje eksperimente 
smo zato poleg celic H9c2 divjega tipa uporabili klon KO1. 
 
Slika 10:Izražanje HO-1 v kardiomiocitih H9c2 po heterozigotnem izbitju gena. Lizirali 
smo celice H9c2 WT in oba klona, pri katerih je prišlo do heterozigotne indel mutacije. S 
prenosom western smo zaznali izražanje A) HO-1 in B) kontrolo nanosa β-aktin. C) Z 
normalizacijo na β-aktin smo iz intenzitete lis izračunali raven izražanja HO-1 v linijah, 
kjer smo gen izbil.  
 
4.5 Predinkubacija kardiomiocitov s sEV zaščiti celice pred 
poškodbami zaradi hipoksije/reoksigenacije 
Celice H9c2 divjega tipa in celice z zmanjšanim izražanjem HO-1 smo stimulirali z 
dvema različnima koncentracijama sEV. Poleg samih sEV smo uporabili tudi cinkov 
protoporfirin IX (ZnPP IX), ki je specifični inhibitor HO-1. Celice smo ob prisotnosti 
slednjih predinkubirali 6 h, nato smo jih za 16 h izpostavili hipoksiji (okolje z 1 % kisika), 
ki sta ji sledili 2 h reoksigenacije. Rezultati dveh testov citotoksičnosti LDH so prikazani 
na sliki 11. 
Test LDH meri sproščanje laktat dehidrogenaze, ki se sprosti iz poškodovanih celic. Z 
njim določamo citotoksičnost spojin oz. pogojev. Eksperiment smo ponovili 2 × z istim 
vzorcem sEV. 
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Slika 11: sEV zaščitijo celice pred poškodbami zaradi hipoksije/reoksigenacije. A in B) 
Celice H9c2 smo predinkubirali s sEV (1 in 5 μg/ml) ali ZnPP IX (1 μM) ter jih nato 
podvrgli hipoksiji in reoksigenaciji. V supernatantu smo pomerili LDH, ki se je sprostil 
zaradi poškodb v celici. Rezultati so prikazani kot % citotoksičnosti glede na LDH, ki se 
sprosti zaradi popolne lize celic po dodatku 1 % tritona. Prikazana sta oba izvedena 
poskusa. 
V prvem primeru (slika 11A) smo uporabili sveže izolirane sEV. Opazen je od 
koncentracije odvisni zaščitni učinek. V primeru kontrole je pri obeh sevih celic po 
reoksigenaciji umrlo približno 30 % vseh celic. Pri celicah divjega tipa je opazno 
izboljšano preživetje pri celicah, ki so bile pred hipoksijo stimulirane s sEV. Umrljivost 
netretiranih celic po hipoksiji/reoksigenaciji je bila okoli 30 %. Pri koncentraciji 1 μg/ml 
je umrlo približno 15 % celic, pri višji koncentraciji (5 μg/ml) pa jih je umrlo le pribl. 
7 %. Pri paralelki, ki je poleg sEV vsebovala tudi inhibitor HO-1, je preživelost nekoliko 
slabša, kar nakazuje, da bi sEV lahko posredovali zaščitni učinek preko stimulacije HO-1. 
Opisani zaščitni učinki so bili opazni le pri celicah divjega tipa. V sevu z zmanjšanim 
izražanjem hem oksigenaze do takšnega pojava ni prišlo.  
Ob ponovitvi poskusa 4 dni kasneje (slika 11B) rezultati niso bili tako jasni, trend pa 
vseeno kaže v isto smer. Prisotnost nižje koncentracije sEV ni imela opaznega učinka, 
višja koncentracija pa je imela zaščitni učinek, čeprav manjši kot v prvem eksperimentu. 
Omembe vredno je tudi dejstvo, da je ob ponovitvi eksperimenta v vseh paralelkah umrlo 
skoraj 10 odstotnih točk manj celic kot v prvem eksperimentu, kar je v kompleksnih 
bioloških sistemih mogoče pričakovati. 
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5 Diskusija 
Oksidativni stres je ena izmed glavnih značilnosti različnih kroničnih bolezni in je pogost 
tudi pri raznih oblikah poškodb tkiva, kjer je opazno sterilno vnetje. Prisotnost ROS vodi 
v nastanek številnih endogenih agonistov, ki sprožijo odgovor prirojenega imunskega 
sistema. Vlogo v zaznavanju oksidativnega stresa v tkivu ima tudi receptor TLR4, ki se 
aktivira ob prisotnosti oksidiranih fosfolipidov. Ti so prisotni v veziklih, ki se iz celic 
sprostijo pod takšnimi pogoji [7]. Takšni sEV bi lahko predstavljali eno glavnih poti 
prenosa signala oksidativnega stresa po telesu. Oksidirani fosfolipidi, ki so v sEV 
prisotni, bi lahko prispevali k polarizaciji naivnih makrofagov v tip Mox. Ta tip so 
identificirali pri številnih kroničnih boleznih, njegovo polarizacijo pa sproži prisotnost 
oxPAPC [17]. Zaznamuje ga povečano izražanje encimov, ki lahko pripeljejo do 
razrešitve oksidativnega stresa (Hmox1, Tr1), hkrati pa je prisotna rahla provnetna 
aktivacija (Il1b).  
Gen Hmox1 v svoji promotorski regiji vsebuje vezavna mesta za številne transkripcijske 
faktorje (Nrf2, NF-kB, AP-1, HIF1) [36], vendar njegova regulacija ni tako preprosta. Na 
podlagi rezultatov lahko sklepamo, da v makrofagih do transkripcije Hmox1 ne pride ob 
samostojni signalizaciji preko NF-kB. Ob stimulaciji z LPS, ki vodi v močno aktivacijo 
NF-kB, v izražanju Hmox1 ne pride do sprememb. Na drugi strani so v literaturi prisotni 
podatki, ki nakazujejo da je izražanje mogoče ob samostojni aktivaciji transkripcijskega 
faktorja Nrf2 [43], ki se veže na elemente antioksidativnega odziva (ang. antioxidant 
response elements, ARE). Več takšnih elementov je prisotnih v ojačevalnih zaporedjih 
promotorske regije Hmox1 [36]. Translokacija Nrf2 v jedro se poveča ob prisotnosti 
oksidiranih fosfolipidov [44], aktivacija pa se zgodi, ko Nrf2 disociira s svojega 
negativnega regulatorja Keap1. Ta vsebuje več cisteinskih ostankov, ki delujejo kot 
senzorji za perokside in elektrofile, ki so značilni za stres [45]. Na podlagi navedenega bi 
bilo mogoče predpostaviti, da je izražanje Hmox1 ob prisotnosti oxPAPC posledica 
aktivacije preko Keap1-Nrf2, medtem ko je šibek provnetni odziv, ki je prav tako 
prisoten, najverjetneje poledica interakcij specifičnih komponent oxPAPC in TLR2, ki 
vodi v signalizacijo preko NF-kB. 
Na podoben način bi bilo mogoče razložiti tudi aktivacijo HO-1 s sEV, vendar sEV niso 
aktivirali izražanja HO-1 v makrofagih, s čimer smo ovrgli prvo hipotezo. Ob prisotnosti 
različnih koncentracij sEV se naivni makrofagi niso polarizirali v tip Mox, kot smo 
predpostavili. Čas stimulacije je bil zadosten, saj so se v drugih primerih zgodile ustrezne 
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in pričakovane polarizacije. LPS je v makrofagih sprožil polarizacijo v tip M1; močno so 
se izražali geni za provnetne citokine in inducibilno NO-sintazo. IL-4 je makrofage 
polariziral v tip M2, za katerega je značilno močno izražanje arginaze 1, ki sodeluje v 
procesu sinteze kolagena in posledičnem celjenju poškodovanega tkiva. oxPAPC je po 
pričakovanjih makrofage polariziral v tip Mox, najverjetneje po zgoraj opisanem procesu, 
ki poleg TLR2 vključuje tudi signalizacijo Keap1-Nrf2. sEV v makrofagih povzročijo 
polarizacijo, ki je najbližje provnetnemu tipu M1. Zaznamujeta jo aktivacija provnetnih 
citokinov in iNos, odsotna pa je kakršnakoli aktivacija Hmox1 ali Tr1. 
Fukoksantin je molekula, ki deluje kot inhibitor signalizacijskih poti Akt/NF-kB in 
MAPK/AP-1. Ta inhibicija naj bi na drugi strani vodila do povečanega izražanja 
Hmox1 [42]. Ker bi to lahko bilo ugodno pri nadaljnjih poskusih z ishemijo/reperfuzijo, 
smo to molekulo testirali pri stimulaciji z LPS, sEV in oxPAPC. Njeno delovanje je 
zmanjšalo intenzivnost provnetnega odziva ob stimulaciji z LPS, sEV in oxPAPC, 
medtem ko je povečano izražanje Hmox1 (v primeru oxPAPC) ostalo praktično 
nespremenjeno. Da povečano izražanje Hmox1 v celicah ni posredovano preko Akt/NF-
kB in MAPK/AP-1 potrjuje dejstvo, da fukoksantin, inhibitor omenjenih poti, na 
izražanje Hmox1 pri makrofagih praktično ni imel učinka, medtem ko je močno zmanjšal 
izražanje provnetnih citokinov, ki se poveča ob signalizaciji preko prej omenjenih poti. 
Ker smo kasneje pokazali, da sEV stimulirajo izražanje Hmox1 v celicah H9c2, bi bilo 
smiselno eksperiment ponoviti še na teh celicah. 
Ker je ishemija/reperfuzija proces, ki največ škode naredi na možganih in na srcu, smo 
se odločili testirati aktivnost sEV še na kardiomiocitnih celicah H9c2, ki tudi izražajo 
TLR4. Presenetljivo so sEV aktivirali izražanje Hmox1 v H9c2. Ta aktivacija je 
najverjetneje neodvisna od TLR4, saj je bila aktivacija odsotna ob stimulaciji z LPS. Za 
potrditev te predpostavke, bi morali uporabiti inhibitorje TLR signalizacijskih poti. 
Oddaljeno ishemično kondicioniranje je fenomen, ko kratkotrajna hipoksija in reperfuzija 
v enem organu ali tkivu povzroči globalno zaščitenost celotnega organizma pred 
poškodbami, ki nastanejo pri kasnejši ishemiji/reperfuziji [32]. V in vitro sistemu bi to 
lahko simulirali s predinkubacijo celic, ki mora bit dovolj dolga, da pride do aktivacije 
ustreznih poti in sinteze proteinov, ki pomagajo pri zaščiti celic ob ishemiji/reperfuziji. 
6 h predinkubacija s sEV je imela zaščitno vlogo pri kardiomiocitih, ki so bili nato 
izpostavljeni 16 h hipoksije in 2 h reoksigenacije. Zaščitni učinek sEV je bil nekoliko 
zmanjšan, ko je bil v gojišču prisoten tudi specifični inhibitor HO-1, ZnPP IX, kar 
nakazuje na jasno in pomembno vlogo tega encima v opaženem pojavu. Dodatno vlogo 
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HO-1 pri tem pojavu potrjujejo tudi rezultati na celicah H9c2 z delnim HO-1 KO, kjer 
sEV niso dosegli enake stopnje zaščite kot pri celicah divjega tipa.  
Na podlagi pridobljenih rezultatov je mogoče predpostaviti, da vezikli, ki se sprostijo ob 
oksidativnem stresu, lahko aktivirajo izražanje antioksidativnih proteinov, ki zaščitijo 
celice pred nadaljnjim oksidativnim stresom. Zaradi omejenega števila ponovitev bi bilo 
za večjo gotovost potrebno eksperiment še ponoviti. Posledica odstopanj v rezultatih 1. 
in 2. ponovitve bi lahko bila dodatna oksidacija lipidov v sEV, ki so lahko pomembni v 
sprožanju signalizacije. Identificirati bi bilo potrebno komponente, ki so odgovorne za 
aktivacijo adaptivnega odgovora. Natančen molekularni mehanizem delovanja sEV pri 
posredovanju zaščitnega učinka namreč še vedno ni popolnoma jasen, saj rezultati 
nakazujejo, da zaščitni učinek ni posredovan z receptorji iz družine TLR. Da bi to potrdili, 
inhibitorji receptorjev TLR ob stimulaciji s sEV ne bi smeli imeti vpliva na izražanje 
HO-1 in na zaščitni učinek, ki ga posredujejo sEV. V nadaljnjih eksperimentih bi lahko 
testirali tudi učinek oxPAPC na kardiomiocite H9c2 in tako preverili, ali so za adaptivni 
odgovor ključni oksidirani fosfolipidi ali katera druga komponenta, ki jo prenašajo sEV.  
Pridobljeni rezultati so pomembni, saj prikazujejo sposobnost sEV pri aktivaciji 
adaptivnega odgovora v kardiomiocitih. Vezikli namreč lahko delujejo sistemsko, ker se 
razširijo in razporedijo po celotnem organizmu [46]. Posledično lahko predpostavimo, da 
vezikli posredujejo zaščito v procesu oddaljenega ishemičnega kondicioniranja. 
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6 Zaključek 
V magistrskem delu smo raziskovali vlogo sEV pri aktivaciji adaptivnega odgovora. Ob 
prisotnosti različnih koncentracij sEV se naivni makrofagi niso polarizirali v tip Mox, kot 
smo predpostavili. Prvo hipotezo smo tako ovrgli. sEV v makrofagih povzročijo 
polarizacijo, ki je bližje provnetnemu tipu M1. Zaznamujeta jo aktivacija provnetnih 
citokinov in iNOS, odsotna pa je aktivacija Hmox1 ali Tr1. Opažene spremembe v 
izražanju genov so posledica signalizacije preko poti Akt/NF-κB, ki se sproži ob 
aktivaciji receptorjev družine TLR. Aktivacija signalne poti Keap1-Nrf2, ki je potrebna 
za aktivacijo genov antioksidativnih encimov, pri stimulaciji s sEV ni bila prisotna. 
V nadaljevanju smo raziskovali tudi vpliv sEV na podganje kardiomiocite H9c2. Ob 
stimulaciji s sEV se je povečalo izražanje gena Hmox1, pri teh koncentracijah pa nismo 
opazili izražanja provnetnih citokinov. Tako je mogoče predpostaviti, da spremembe, ki 
se zgodijo ob stimulaciji s sEV, niso posredovane z receptorji TLR. Predinkubacija celic 
s sEV je sprožila adaptivni odgovor, ki je v nadaljevanju celice zaščitil pred 
hipoksijo/reoksigenacijo. Zaščitni učinek sEV je bil zmanjšan, ko je bil v gojišču prisoten 
specifični inhibitor HO-1, ZnPP IX, kar nakazuje na pomembno vlogo tega encima v 
hipoksiji/reoksigenaciji. To podpirajo tudi rezultati eksperimentov s celicami H9c2, ki so 
imele zmanjšano izražanje omenjenega encima. Tam sEV niso dosegli enake stopnje 
zaščite kot pri celicah divjega tipa. S tem smo potrdili drugo hipotezo. Kljub temu ostaja 
natančen molekularni mehanizem delovanja sEV še nepojasnjen in bodo za njegovo 
razjasnitev potrebne nadaljnje raziskave. 
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